Food-derived Compounds Apigenin and Luteolin Modulate mRNA Splicing of Introns with Weak Splice Sites(食品成分のアピゲニンとルテオリンはスプライスサイトの弱いイントロンのスプライシングを制御する)<内容の要旨及び審査結果の要旨> by 倉田 雅志
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真核生物において、mRNA の成熟には 5’末端の RNA キャップ形成、イントロンが除去されエ
キソンが繋ぎ合わされるスプライシング、そして 3’末端のポリアデニル化が必要であり、これら








 ヒト骨肉腫細胞株（U2OS）に食品サンプルを添加し、24 時間培養後、RNA-fluorescence in situ 
hybridization（RNA-FISH）で mRNA の局在を観察し、mRNA の成熟過程を阻害する化合物を
探索した。さらに食品に含まれる関連化合物を含めて、強い活性をもつ化合物を再探索した。つ
いで見出した候補化合物の細胞内での機能を明らかにするため、ヒト胎児腎細胞（HEK293）の




ツールである rMATS で解析した。解析結果を検証するため、Reverse Transcription（RT）-PCR
や RT-qPCR、ウェスタンブロッティング、バイオインフォマティクス、ミニ遺伝子を用いたスプ
ライシングアッセイなど一連の解析を行った。最後に候補化合物が腫瘍形成性細胞に与える影響







ラボノイドは代表的な選択的スプライシングパターンである、Alternative 3’ splice site, 
Alternative 5’ splice site, Mutually exclusive exons, Retained intron, Skipped exon のうち、
Retained intron（イントロンがスプライシングされず残存するパターン）を高い頻度で引き起こ
すことがわかった。そこでアピゲニン、ルテオリンによって生じる共通の Retained intron に注
目し、まず RT-PCR によって実際に Retained intron を引き起こしていることを確認した。次に
Retained intron を生じた mRNA の細胞質側での発現量を RT-qPCR で解析した結果、著しく発
現量が減少しており、そのタンパク質の発現量も減少していた。標的となっているイントロンの
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析結果を検証するため、Reverse Transcription（RT）-PCR や RT-qPCR、ウェスタンブロッティン
グ、バイオインフォマティクス、ミニ遺伝子を用いたスプライシングアッセイなど一連の解析を行っ








な選択的スプライシングパターンである、Alternative 3’ splice site, Alternative 5’ splice 
site, Mutually exclusive exons, Retained intron, Skipped exon のうち、Retained intron（イ
ントロンがスプライシングされず残存するパターン）を高い頻度で引き起こすことがわかった。そこ
でアピゲニン、ルテオリンによって生じる共通の Retained intron に注目し、まず RT-PCR によって
実際に Retained intron を引き起こしていることを確認した。次に Retained intron を生じた mRNA
の細胞質側での発現量を RT-qPCR で解析した結果、著しく発現量が減少しており、そのタンパク質の
発現量も減少していた。標的となっているイントロンの塩基配列を解析したところ、活性フラボノイ














約 20 分のプレゼンテーションの後、第一副査の加藤教授からは 1)RNA processing の生体における
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